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A quantitative analysis of calcium phosphate (CP) layers deposited on metallic titanium substrates was carried out by Xray
fluorescence spectrometry (XRF) in order to evaluate the osteogenic capability of metallic biomaterials. The titanium substrates
were prepared by NaOH and heat treatments, and then, they were soaked in Hanks' balanced saline solution (HBSS) at 310 K,
leading to the deposition of a CP layer on the sample surface. The resulting samples were analyzed by XRF, and the amount of Ca
and P in the CP layers was determined by inductively coupled plasma optical emission spectrometry (ICPOES). As a result,
calibration curves were obtained for determining the amounts of Ca, P and the CP deposition; the XRF quantification of the CP
layers was carried out with good accuracy.
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1. 緒 言
金属生体材料は，その臨床応用で整形外科や歯科で広く利
用されている．とくにチタンおよびチタン合金は，ステンレ
ス鋼や Co 基合金と比較して軽量で，生体内においても耐食
性が高く，細胞毒性は低いため，歯科インプラントや人工股
関節などの硬組織代替材料として期待されている13)．しか
し金属チタンそのものは硬組織に対する適合性は低いので，
埋入材料が骨との間に良好な界面を得るためには長時間を要
する4)．そこで現在，硬組織適合性を向上させるために様々
な表面処理技術が研究されている513)．
表面処理を施した材料はその性能の評価が必要とされる．
動物への材料埋入は最も確実な評価手法であるが，動物保護
の観点において問題がある．そこで，In vitro での硬組織適
合性の評価として擬似体液浸漬によって材料表面に析出する
リン酸カルシウム(以下 CP と略す)量を指標とする評価方法
などが提案されている1221)．現在，析出した CP 量は走査型
電子顕微鏡(SEM)像による試料表面形態の相対比較や断面
SEM 像から CP 層の厚さを見積もることで評価されている
が1621)，このような相対的かつ局所的な表面観察では CP を
量的に評価したとは言えない．そこで，CP 析出量を定量す
る手段として，X 線マイクロアナライザー(EPMA)，誘導
結合プラズマ発光分光法( ICPOES)，原子吸光分析法
(AAS)，蛍光 X 線分析法(XRF)などが考えられるが，
EPMA は非導電性の試料である CP の分析には向かない．
また，ICPOES や AAS は微量領域まで精度良く定量でき
る分析法であるが，試料を溶液化するための煩雑な試料前処
理が必要となる．そこで筆者らは，試料非破壊測定が可能
で，かつ，特別な試料前処理を必要しない XRF に着目した．
XRF における定量分析法には，検量線法とファンダメン
タルパラメータ(FP)法の 2 通りがある．検量線法は，標準
物質を用いて検量線を作成し未知試料の含有量を測定する方
法である．標準物質の含有量はあらかじめ他の分析手法によ
って決定する必要がする．一方，FP 法は蛍光 X 線発生の素
過程を考慮して得られた補正係数を用いて，測定強度から真
の X 線強度を評価し，その値に基づいて含有量を算出する
方法である．標準物質なし，または厳密な標準物質を必要と
せずに定量分析が行えるという利点はあるが，含有量を
100に規格化して計算を行うので，測定出来ない元素があ
る場合などに誤差は避けられない．
本研究では，XRF を用いたチタン表面における CP 層の
238
Table 1 Ion concentrations of Hanks' balanced saline solution
(HBSS).
Concentration (mol/dm3)
Na＋ 1.42×10－1
K＋ 5.81×10－3
Mg2＋ 8.11×10－4
Ca2＋ 1.26×10－3
Cl－ 1.45×10－1
HPO 2－4 7.78×10－4
SO 2－4 8.11×10－4
HCO －3 4.17×10－3
Table 2 Experimental parameters of XRF analysis.
Element
Rh tube
Crystal Detector 2u angle[°]
Counting time
[s]kV mA
Ca 40 75 LiF(200) PC 113.120 150
P 30 100 Ge PC 141.190 150
Ti 50 60 LiF(200) SC 86.110 150
Table 3 Instrument operating conditions for ICPOES.
Instrument IRIS Advantage DUO
(Thermo Fisher Scientific Co. Ltd.)
Plasma conditions RF frequency 27.12 MHz
RF power 1.15 kW
Ar gas flow rates Plasma gas 15 dm3/min1
Nebulizer gas 28 psi
Auxiliary gas 0.5 dm3/min1
Spectrometer conditions Grating Echelle type
Detector CID
Wavelengh [nm] CaII 393.366
PI 185.943
PI 213.618
PI 214.914
YII
(Internal line for P)
224.306
YII
(Internal line for Ca)
371.030
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量的評価法の確立を目的とし，検量線法による CP 析出量の
定量分析法を検討した．標準物質の CP 析出量決定には
ICPOES を利用し，蛍光 X 線強度と CP 析出量の関係を明
らかにすることとした．
2. 実 験 方 法
2.1 試料の作製
CP 層はアルカリ加熱処理を施したチタン基板を擬似体
液に浸漬させることによりチタン表面に形成させた．まず，
SiC エメリー紙(# 1200)で研磨した純チタン基板(99.9, 10
mm×10 mm×t 1 mm)を準備した．333 K に保った 1 M
NaOH に基板を 24 時間浸漬させた後，蒸留水で表面を洗浄
し，293 K で 24 時間乾燥させた．その後，873 K まで加熱
して 1 時間保持した．続いて，アルカリ加熱処理をしたチ
タン基板を 310 K でハンクス緩衝塩類溶液(HBSS) 20 ml 中
に浸漬させ，任意の時間保持した．HBSS は NaCl, KCl,
CaCl2, MgSO4・7H2O, Na2HPO4・2H2O, KH2PO4, NaHCO3
(試薬は全て和光純薬の試薬特級を使用)を蒸留水で溶解し
て調製した．Table 1 は HBSS のイオン濃度をまとめたもの
であり，調製直後の pH は約 7.6 であった．HBSS は 3 日に
1 回交換し，pH の上昇を防いだ．浸漬させた基板を取り出
した後，蒸留水で表面を洗浄し 310 K で乾燥させて試料と
した．試料から得られた微小角入射 X 線回折(GIXRD)パ
ターンには，ハイドロキシアパタイト(以下 HAp と略す)に
由来するピークが観測され，チタン表面における CP の析出
が確認された．
2.2 XRF 測定
試料表面に析出した CP 層から励起された CaKa 線およ
び PKa 線の蛍光 X 線強度を測定した．同時に，チタン基
板から励起される TiKa 線の蛍光 X 線強度も測定した．装
置は波長分散型 Rigaku 社製 ZSXPrimus，X 線管にはサ
イドウィンドウ型の Rh 対陰極の管球を使用した．試料ホル
ダからの X 線を除去するために q10 mm の視野制限スリッ
トを用いた．その他の測定条件は Table 2 にまとめて示す．
2.3 ICPOES による CP 層中の Ca および P の定量
擬似体液浸漬によって膜厚既知の標準物質を準備すること
は難しい．そこで，作製した試料について CP 層中の Ca お
よび P を ICPOES で定量し，XRF の標準試料とした．ま
ず，試料を 7 M 硝酸溶液中で 473 K まで加熱した．チタン
は硝酸に不溶であるため，CP 層のみを選択的に溶解でき
る．チタン以外でも特定の酸に不要な基板材料であれば，こ
の方法は適用可能であると思われる．尚，この操作で試料表
面の Ca および P が十分溶解できたことを XRF により確認
した．放冷後，試料溶液に内標準として Y 溶液を加え，蒸
留水で全量 25 cm2 に定容し，ICPOES を用いて Ca および
P を定量した．
装置と測定条件を Table 3 に示す．ICPOES における定
量下限は，Ca および P の濃度をゼロとした標準溶液を別々
に 3 本準備して，その測定値の変動に起因する標準偏差の 3
倍に相当する濃度から求めた．Ca および P の定量下限はそ
れぞれ 0.05, 0.5 mg/cm2 であった．
3. 結 果 と 考 察
3.1 蛍光 X 線強度と ICPOES による定量値との関係
擬似体液浸漬によってチタン表面に析出する CP 層は概し
て XRF の有効分析深さより薄いため，CP 層を構成する Ca
および P だけでなく，基板のチタンの蛍光 X 線のシグナル
も検出される．したがってチタン表面における CP 析出量の
定量には，Ca および P の蛍光 X 線強度だけでなく，Ti の
蛍光 X 線強度も有用であると考えられる．
Fig. 1 に CaKa 線および PKa 線の蛍光 X 線強度と
ICPOES による Ca および P の定量値との関係を示す．CP
層が薄いとき，Ca および P の蛍光 X 線強度はチタン基板上
の Ca および P の量の増加に伴い単純に増大する．しかし，
CP 層が厚くなると表面から深い位置で発生する蛍光 X 線は
CP 層自体に吸収される割合も大きくなるため，次第に X 線
強度が飽和し，上に凸の曲線が得られる．Fig. 1 の 2 本の曲
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Fig. 1 Correlation of Xray intensities with amounts deter-
mined by ICPOES.
Fig. 2 Correlation of Xray intensities of TiKa lines with
amount of CP deposition on Titanium.
Fig. 3 Comparison of analytical results obtained by XRF with
results of calibration curve (CC) and fundamental parameter
(FP) methods, together with results obtained by ICPOES: (a)
Ca and (b) P.
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線は励起曲線と呼ばれ，それぞれ CP 層中の Ca および P を
求める検量線となる．この検量線を一度作成すれば，装置の
ドリフト補正は必要となるが，CaKa 線および PKa 線の
蛍光 X 線強度を測定するだけで ICPOES により裏付けら
れた Ca および P の量を得ることが可能となる．ここでの定
量可能範囲は，Ca が 0.5～320 mg/cm2，P が 0.5～140 mg/
cm2 であった．定量下限は XRF の検出限界によるもので，
CP 析出量の少ない試料を 10 回測定して，その変動の標準
偏差の 10 倍に相当する量とした．また，上限は 2.1 の方法
で作製できた試料の CP 析出量上限である．一般的に CP 層
の量は厚さで見積もられるが，CP 層の結晶構造が一定では
ないため CP 層の密度は定まらない22)．そのため CP 析出量
の単位として，単位面積あたりの質量である面密度(mg/
cm2)を用いた．
Ca および P に注目する定量法は，析出物の化学形態に関
わらずそれぞれを定量することが可能であるため有用であ
り，［Ca]/[P］比を算出する場合などにも利用できる．しか
し，CP 析出量が少ない場合に Ca および P の蛍光 X 線強度
は小さく，X 線計測時の統計変動によりばらつくため，分
析精度が悪くなる．
一方で，チタン基板から励起される得られる TiKa 線の
蛍光 X 線強度は比較的強くてばらつきが少ないので，Ti に
注目する定量法は CP 析出量の評価により適当であると思わ
れる．さらに，TiKa 線の蛍光 X 線強度を測定するだけで
CP 析出量を算出することができるため便利である．Fig. 2
に TiKa 線の蛍光 X 線強度と CP 析出量の関係を示す．CP
析出量は，チタン表面に析出した CP が HAp であると仮定
して，ICPOES で定量した Ca の値から算出した．HAp の
原子比は[Ca]/[P]＝1.67 であるため，［Ca]/[P］比が 1.67
±0.15 となった試料のみを Fig. 2 に示す．Ti の蛍光 X 線強
度は CP 析出量が増えると減少し，下に凸の吸収曲線が得ら
れた．入射 X 線(Rh)の CP 層による吸収は，基板から発生
した TiKa の吸収に比べてはるかに小さいので無視でき
る．すなわち，曲線が下に凸となる理由は TiKa の有効分
析深さではなく，チタン基板から発生した蛍光 X 線が表面
の CP 層により吸収されるからであると考えられる．したが
って，Ti の蛍光 X 線の吸収量は CP 析出量の増加に伴い大
きくなり，吸収曲線は CP 析出量の検量線となる．しかし，
この検量線を適用できるのは[Ca]/[P]比が約 1.67 となる試
料についてのみである．この方法での定量可能範囲は約 50
～800 mg/cm2 であった．
3.2 検量線法と FP 法の比較
CP 層中の Ca および P の検量線法による定量値と FP 法
による定量値を ICPOES による定量値と比較し，Fig. 3 に
示す．ここでの FP 法は，標準物質による校正なしで装置内
蔵の元素感度係数を利用したもので，チタン基板上に Ca ま
たは P の層があるとして計算させた結果である．検量線法
と比較して FP 法を用いた定量値は ICPOES による定量値
からのずれが大きく，検量線法の方が精度良く定量できたと
言える．P については検量線法と FP 法の差が Ca より小さ
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Fig. 4 [Ca]/[P] ratio in CP layers.
Fig. 5 SEM images of surfaces giving different intensities of
TiKa lines. The amounts of CP depositions were determined
to be (a) 190 mg/cm2, (b) 365 mg/cm2, and (c) 805 mg/cm2.
Fig. 6 Amount of CP deposition and intensities of TiKa lines
when two groups of specimens were prepared in a soaking time
of 9 days (A) and 12 days (B).
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いが，これは P の方が XRF で感度が良く，安定した強度が
得られるからである．チタン表面の CP 層に薄膜 FP 法を適
用すると CP 層の組成と層重量を定量できるが，CP 層中に
XRF で測定できない元素の酸素が存在することでその精度
が低下したと推測される．よって，チタン表面における CP
析出量の定量には FP 法よりも検量線法が適していると考え
られる．
3.3 XRF を用いた定量法の応用例
3.3.1 CP 層の[Ca]/[P]比の決定
CP 層の[Ca]/[P]比は，CP の化学形態および析出メカニ
ズムを知る重要な手掛かりとなる．Fig. 1 の検量線を用いる
と CP 層中の Ca および P がそれぞれ定量できるため，［Ca]/
[P]比を求めることができる．Fig. 4 に XRF を用いて求め
た[Ca]/[P]比と Ca 定量値との関係を示す．実線は HAp の
理論的な原子比 1.67 である．析出量が増えるに従って 1.67
に収束する様子が見られる．このことからも，擬似体液浸漬
によってチタン表面に析出した物質が HAp であると言える．
Fig. 4 はまた，TiKa に基づく検量線法は CP 析出量がある
程度決定された試料に使えることを示す．また，浸漬時間が
短く析出量が少ない場合は Ca が P に比べて多く検出され
る．これは，小久保らが示したアルカリ加熱処理を施した
チタン表面への CP 析出のメカニズムを支持する有意な証拠
である23,24)．
3.3.2 CP 析出量と SEM 像の比較
走査型電子顕微鏡により，電子線加速電圧 15 kV で試料
表面の SEM 像を得た．Fig. 5 にある試料 3 点についての
SEM 像(a)～(c)と CP 析出量の関係を示す．XRF を用いて
CP 析出量はそれぞれ(a) 190 mg/cm2, (b) 365 mg/cm2, (c)
805 mg/cm2 と定量できた．一般的に SEM 像による表面観
察は CP 層の析出形態を知る上で非常に有用であり，その形
態から CP 析出量を相対的に評価することはこれまでも可能
であった．しかし，XRF を用いた CP 析出量の評価法は，
析出量の大小だけでなく絶対量的な評価を可能にした．これ
は逆に，XRF を用いて定量した CP 析出量から CP 析出形
態をある程度予想でき得ることも示唆している．
3.3.3 同一容器を用いた HBSS 浸漬による試料再現性の検
討
チタン基板を HBSS に浸漬させる際に，再現性の良い結
果を得るためには，一つの容器に同時に導入できる試料の個
数には制限があると思われる．そこで，2.1 の方法でアルカ
リ加熱処理を施したチタン基板を 6 または 7 個ずつ同一容
器で HBSS に浸漬させて試料を作製し，各々の CP 析出量
を XRF で評価した．HBSS は 1 試料に対して 20 ml となる
ように，一つの容器に 120 ml または 140 ml とした．浸漬日
数 9 日の試料をグループ A, A とは別の容器で 12 日間浸漬
させた試料をグループ B として，CP 析出量と Ti の蛍光 X
線強度を Fig. 6 に示した．CP 析出量はグループ A で約 197
mg/cm2，グループ B で約 344 mg/cm2 であった．標準偏差
は各々 20 であり，CP 析出量が同等の試料を一度に複数個
作製することができたと言える．XRF を用いることで，複
数のチタン基板を同一容器中に HBSS 浸漬させた試料を容
易に評価できた．
4. 結 言
 XRF を用いてチタン表面における CP 層中の Ca およ
び P，さらに CP 析出量を定量できる検量線を作成すること
ができた．標準物質の値付けに ICPOES を用いることで，
膜厚既知の標準試料を用意する必要はなく，尚且つ精度が良
い量的評価が可能である．
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 Ca および P をそれぞれ求める検量線法は CP 層の化
学量論に依存しないため，［Ca]/[P]を求めるのに有用であ
る．一方，CP 析出量の評価には比較的安定した蛍光 X 線強
度が得られる Ti に注目した検量線法が適当であると考え
る．しかしこの Ti に注目した方法は，［Ca]/[P]比が約
1.67 であるときにのみ適用可能である．
 CP 層には XRF で測定できない酸素原子を多く含む
ため，FP 法では精度が低下する．よって，XRF の定量分析
法としては検量線法を用いることが適当である．
EPMA の測定にあたり，東北大学金属材料研究所村上義
弘氏にご協力頂きましたことに感謝いたします．
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